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deux phases, precoce et tardive II est connu ou« Ip! f de Ce " U,eS P ermis ^. est divise en 

» precoce sent appelees region E1 2 R et E4 dont Tnn T" 8 9 ' n ° me *" exprim ° es e " P h ase 
son, schematiquement representees dans J £ ^£^.2^^ * ^ VW ^ 
est elle-meme divisee en deux regions ElA etERi,™?, I , lex,re ™*e gauche du genome, 
marque par la replication du DNA viral estwrac^r^P L ^ * * ^ P * C0Ce 3 ,a P hase ta rdive, 
du virus. ..'expression de certains s S T 9 ^' dU Pr ° 9ramme O*-*!" 

'5 s'effectue principalemen, a part r'Tn STSZ^T^ *" " transcription des 0-net 'ardifs 
-^^^i^^d^SLi^^ « * * Oe plus, on 

gene etranger dans une cellule animate en cultL^I T T ° 0mme V6Cteur d '<*Pression d'un 

» E3. qui represente 6 % du giZTnS^lliS,? " "* " *« ^ que la ^ 

totalite (2). La tail.e du ^STS^I^T^ ~ ^ * P ° Ut ^ §tre SUbsti,u ° e dans sa 
es, grande. En effet. le virus peu( ^encapsidlTun JnllT^T ^ '* 9<§nome de ces vi ™ 

sauvage. P encaps.der un genome dont la longueur excede de 5 % celle du genome 

. ^^^^r^Tf^ d - - — de souris dans 

activite promotrice. Ainsi un gene moawL ? , ^ P ° UV °' r y exercer W ™™ son 
exprime dans un te. sysVme^e u.a ^^^ «™ P" etre 

Acad. Sci. USA). C ° n,r0le dud,t P rom °teur (Kruczek I. et al (1983), Proc. Natl. 

> recomSS. J^^fi^S^* ^ °" 5 "* *« - «, Dans ces 
d'obtenir dans certains cas une synS de "J d " pr0moteur ^dif. Ceci a permis 

comparable a celui des proteines vSesterdl suTevTtl^ "I*?. * un niveau 

faibles. notamment eu egard aux efficacites TtrJ!' V 65 eff,cac,t ^ de traduction in vivo 

■'expression du gene etranger sous le conS.P H, T " *" ARN$ 4galmm observ<5es < 6 >- En~o*» 
tardive du cycle viral. ^ dU Pr ° m ° teur tardif ne ^ » ™nifester que dans la phase 

adeno^^^ -a region precoce E1A du genome d,n 

efficace .'expression dans un vecteuTvTral din ZTtel 1 ' f 0 '* 61 " de ,a50n Particulieremen, 

qui .ui sont normalement ««rtfc^ri!^»^f?^ (e'est-a-dire etranger vis-a-vis des genes 
he.ero.ogue codant pour une sequent ^SS^ d^r B8nM ^ *"* -qu8no8 nuc, ^ id ^e 
tions definies ci-apres, le promoteur El A Zl?!* ' expreSS '° n est recn ^chee. Dans les condi- 
lorsque .'ensemble l«moL^Si£^^^ Un Pr ° m ° teUr f ° rt ' 61 Ce P ,us Particulierement 

L'invention decoule de L constaE n, f? he,erolo 9 ue est insere dans ce vecteur viral, 
adenovirus (ci-apres dLg^t^ ^ ^ ™ d " ^ d " u " 

efficace ("expression dans un vecteur Sal dL . , } P a,t C ° ntr0ler de ,a50n Particulierement 

qui lui sont norma.ement ^Ss dZ r^ J * heter0l ° 9ue ^^t-a-dire etranger vis-a-vis des genes 
hetero.ogue codan. P ou u^J**™ cSfZT °» pluS ,^°™« «™ sequence nucleof dique 
tions definies ci-apres. le promoteur El A SSSS?" *"* ' 6St recherch6e - Dans «« con d i- 

lorsque .'ensemble promoteur^i^se^uence^odant^ httt™^ Pr ° m0, ! Ur ^ * C6 p,US Particulierement 

L'invention concerne done de Tfacon op^T h6t6r0, ° 9ue est a ™ ce vecteur viral, 
cellulaires eucaryotes, notammen, *Z2t?T^Z*Z * ,rans «on de .ignees 

adenovirus ou dont les ooWmir^T^L . s ' cho,s,es P armi «Hes qui sont infectab.es par des 
adenovirus, ce vecteur Z^T™ S ° m susc ^^ de reconnattre les 

promoteurs des 

nucleoMw cocaM J!ZTJ^^ ""*' < '■"' se '* t • , "» ■<*«• 
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situees en aval des genes 

sequence nucleotidique codant pour la seauenr ™? i- 9<§n ° me ' * en ce * e ,a susd «e 

^r 0i09U e« s .^ *»• -'expression es, recherchee est 

5 s 0 ~ r a,ors * 9aiement ^ de 

au long du cycle viral (8 9) aaen ° V,rUS> 3 ^ que son express.on est constitutive et permanente tout 

^rc^ earache par ,e fait 

>o defectif d'adenovirus comprenant r^anmoin^ensirH; T ! ? de '* transcri P«°"- genome 

a la replication de Tadenovirus co„espondan au^nt „ *" S * qUenCeS eSSen,ielles "^essaires 

ment sous , contra, direct du promX^^ " - * ~ " 

tion ^TEST'S ■ < !i^ d t^r W ■ ,, ^ ^ Uel ™ contorme a ,,nve, 

» anterieure de ,a region EM du gl om e "a^ofT' » J ^ Mpandrt <* pou ™ de la P"«e 
par rapport a la J. totale * «" 0 " 2 ' 6 % «™™-0- 

ete -Zls^^ - i d * vecteurs tels que ceux qui ont 

encore en ce qui les cm^m^SeZ^k Z « ^ ADNs II sera 

» vecteurs associes a ^^1^^ ^^ nc T^ d * ,ectifs "' ^ efements de 

Ces virus recombinants ""1 S d ' Un 9 ' n ° me ^ d ^enovirus. 

transformables d'eucaryote ^suiSurs 21*. t P ° Ur tranS, ° rmation de 'ellulaires 
une sequence distincte de nucSeJ JSJTSJS 8 ? T^" 16 ° U anima,e) COmportant ^'^memes 
susdit vecteur est depouS Zt^tL ^T ^T ^ dU ^ n ° me de '"^novirus dont le 

» cellules deladite^gnee cellulaire " ^ W " t * Pr ^ rence incor P°* e 

au genome des 

gauche du genome di Ad5. mettent de SSSrJ 8 , 0 "? P ° UfCentS de r "** nM 

portent des deletions de cette region (10^ c ™P'ementer des v,rus recombinants defectifs qui 

na r q rrr^ dansiem ^^ contr6,e de son promoteur 

interet p^clr" !7£ D,^ f " T* ™ ^ d '<" 

ceHu.es qui ,'expriment, I'HBsAg (1112) esTsecre^el dan- 3 ?' ^ d ' expression du «*» 3 dans les 
faci.es a detecter et a quantifier par'dosaJ rfd^rn 1 lesuma9eant cel,ulaire "« ««me de particules 
•a capacite depression du vecte^^ 

permettant .'etude de ys^si^es L^ Z Eb'v Z ^JT ^ recombinant 
traduction, ce qui est d'autant plus I " " n ' VeaU de la Ascription que de la 

ce.lu.aire capable de proper TZfZ^T^ SPi*? *~ * ^ * CU " Ure 
recombinant adenovirus-HBV illustredrfaconnS^ ( ' feCt '° n Cellu,aire P ar le virus 

precede de fabrication d'un vaS con S ^ un C T a Ti a9eUSe ' 3 baSe m ^ od <"°9'q"e d'un 
I'h^patiteBdansrexempleconsSre) 9 mi " § <6n roccurrence virus de 

gene^Tdelr^rp^ de ,,h ^ atite B ^ '"terit particu.ier est .e 

nucLSiqttdam ^i^ Dr ^ W rf \ ,,,a ^ * °™ 8 par a ^ -quence 
surtoutlorsquecetantiXe prot^^ ^ " ^ ^ P 3 ^ 96 " 6 d6termi ^- 

ce..u,s transformees TJ^JT^"^ ,es 

recombinant le gene S et la ZoToT^l Li . , 9 QUe ''° n peut Subs,i,uer dans '' ADN 

protecteur distinct centre un !Z °J* Z^t^^ nudto «*«" coda "' P« « antigene 
distinct est .ui-mime norZ^Tl^Ze'tZT^ TV* 

HBSA, d, lors que ce, autre gene £tttt^~Z^»* 
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par exemple des 9 .ycopro,*nes de^^ de ^ °° - 

sequence nucleotide entile £^£ES2S * >m C8pendam entendu < ue la 

'edit polypeptide determine tolT&Zumll St! 1 I'" 6 " 0 ,? " ucl ^ e «-»t pour 
TARN messager corresponds normal™ a e^^^^ 5 ' *» M de 

'0 ment aux ribosomes ndcessaires a traH.,^ « ~ contenant les sequences d'apparie- 

normalement mmJ!7^^S^cS^^- T ***** d ' Un A ™ de celui 

remplacer Textremite 5' non 3u ,e cl f Zn ■% °" ^ to C3S du 9 §ne S " 

traduite de I'ARN messager de I S^tT^IS^? ° U '° UXtant ^ Par rextr<§mit * 5 ' non 
is sequence d'ADN contenant les ioions S el or! ' ! aUSS ' remarqUe qUe lorsqu ' on uti,ise ™ 

promoteur fort E1A il JokWM^Z?^ 9 ™ V ' rUS de '' h§patite 8 sous ,e contrS| e 
Toute autre extremit^ ZZT^nu^Z* * * " **" 8 

avec I'autre extremite" similaire choisie 9 P 6 Ut " ,See ' d6S l0rs qu ' elle est compatible 

. messier SSKTJS nlcSde! "** " ^ WA Pr ° m ° ,eUr 61 * - d ° ^ARN 

"^S^^t ST? et encore p,us 9en * ra,eme '« ,e — 

principesactifsdevaccm vivants ^notLent Zr.^ h^ 1 "*"• Ser0nt u,ilis6s com ™ 

invention conceme n* re, t^X^^^ST. V ^ eXP ' iCi, ° eS P ' US ,oin - 
animale, qui sont transformers Z Int ? 9 $ cellula,res ' "Otamment d'origine humaine ou 

"udfaddkM.)^^ nuc.eotidique (ou lesdites sequences 

.invention concerns P-^Sc^ d ^it promoteur. 

35 recombinant conforme a ('invention et en out™ rl^s - transformees avec un vecteur 

cellulaires contiennent eiles-mime una siquenS SS^iSL*" ™ " Bn< " 

du genome de ("adenovirus dont I* Jin * . - nucleotides aptes a complementer la partie 

memaien qil . conliennem |4 SLb, ~™ ' I invention. Grace S la sequsnc de compB- 
* oe, iTe, L^ot a. ^„3! ' °" M *'™ 6 U ™ malliplleatt, viral, tapedaa. 4 

a .a fois I, vifro enn vivo Z Z^T* ™ 3d§n0ViruS recombinant P°" r "Pri^ » *m 

dans des-co-Sions-aSgues ^ ^ P ° Ur ,a '»*™-lon de cellules Vero 

ceHuiS rSZSn?!^ " U T ' 9ale r m ^ ""^ P0ur ,a t-sformation de 

indiquees ci dessus oZTatoTL ^T™ T «™ «- conditions qui on. ete 

types d c lluleT dUe Z J~ , " ecessa,re de P roceder a ««e co-transformation de ces derniers 

non d^^S'S^^^T 1 ^ 56,0,1 nnVen,i0n - d,aU,re avec un 
vecteur r cc^iSTT^T^ -e 

production simultane d'antioenes HR^An - . - observe dans ce dernier cas une 
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-'agarose reticu.ee. comrneS " U " ««« so.ide, te. P ue 

quantites residuel.es de virus dans la preparation ^SiS^fL h-^"- ,a50n ' '* P * e,K " de 
mineure. En etfet, ('adenovirus n'a ou'un J! « J qUS d Une ""Prance relativement 

infections respiratoires benignes. ' fable Chez '' hom ™- » "•«**• que des 

nent^pe ?r ^e^uStrS XT** * <*ux 0- appartien- 

peuven. etre constitues par dTadZ us 'Z^SZ * de Vivants "- Ce - Ci 

"•ADN recombinant se.on .'invention dans rT^H^r*^ ^ S ^ Pin,,, ^ * 
souligner ,e fait que les adenovirus humai s TaroZ 7£T* t I adenovirus. A cet egard. il fau t 
I'animal (3). Ces vecteurs ou virus seront d" n intel tout a Jr . IT™ tu ™ ri 9 e ^ chez 

dont le caractere non tumoriqene elmlZl ? , P er P ° Ur ' 3 transfom >ation de cellules Vero, 

suit fSBfii^J*- °~ h ™de ,a description qui 

dans lesquel.es ces 'vecfeurs son «STs^ a w **" * deS CO " ditions 

lesquels : unusable* II sera fa.t reference a cette occasion aux dessins dans 

" adll!^ regions du genome d'un 

~ > —n d,n p.asmide 

P^idVr^St ~ — » a partir du 

constr^^^ ^ ~ * — - -a Nation de 

sequences vira.es Ad5, wT^^^^S^Z F*? *" ^ * reSWCti0n dans ,es 
SV450 sent ce„es de 0. TOOZE ceS d e m e^o n SZTrT^^rr 0 " * ** * * 

dans .a description qui suit L Z^T^^Z ' " *" tel **™»«* 

Us resultent des parties 1A et 1B de la fig 1 

j^tse rrrrs n brin ,on9ue dwon 36000 pb - **- 

promoteur majeur tardif Pm! eU'un^ de r f™* PfeC ° CeS El3 ' Elb " E2 ' E3 et E4 - Le 

numerations de 10 en 10 de J a iS t * ^ 881 aSS0Ciee SOnt 6 9 ale ™"« «•«**•. Les 
genome total. ' * corres P°"^"t » des tail.es exprimees en % de la faille du 

KT^*tS^S t ?: ^ 6Xfr ^ S 5>P » «•» - 3'OH 
sites de restriction utilises dans 1 r-nnit T J " Pr ° m ° teUr 6St Situ(5 a la P° sition «a Les 
•^^P-d-^d^JSS^ d8S Plasmides s °« indiques. Les tail.es sont 
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2. Origine des fragments contenant le gene S ou le gene S et la region pre-S2 utilises dans les 
constructions qui suivent. 



1 " cas : Fragment du genome du virus de I'hepatite B contenant le gene S. 



II est issu du genome du virus de r hepatite B (fig. 2). II est rappete que le genome du virus de 
I'hepatite B est une molecule de DNA circulaire partiellement simple brin. Sa longueur est d'environ 3.200 
pb. II est constitue par I'appariement de deux brins de longueur inegale appeles brins L(-) et S( + ). Le gene 
S repr^sente la sequence codante du polypeptide majeur de I'enveloppe virale qui porte I'HBsAg. Le 
70 fragment d'ADN utilise dans les constructions ci-apres est le fragment Xholi27-Bglll 1 984. Le site de 
polyad^nylation du messager de I'HBsAg a ete localise a la position 1916. 

2 * cas : Fragment du genome du virus de I'hepatite B contenant le gene S et la region pre-S2. 

75 Le fragment d'ADN utilise est le fragment Mstlbi 6 1 -Bgllh 98 2 qui code a la fois pour I'antigene HBs et 
pour un r§cepteur de la serumalbumine humaine polymeVisee (pHSA). Le site Mstll precede le codon 
d'initiation de la region pre-S2 de 9 nucleotides. Le site Bglll est situe a 64 nucleotides en aval du signal de 
poly A addition du gene S (de I'anglais "poly A addition signal"). 

II est question dans ce qui suit de la construction et de la propagation d'un adenovirus recombinant 

20 comportant le gene S. Le mode operatoire est identique pour obtenir un adenovirus recombinant, conforme 
a I'invention, possedant le gene S et la region pr6-S2, etant entendu que, dans ce second cas, c'est le 
fragment d'ADN Mstll-Bglll qui est in sere entre les sites de restriction Hindlll et BamHI du plasmide pK4, a 
la place du fragment d'ADN Xhol-Bglll dont il est question ci-apres. 

On dSsignera dans ce qui suit par Ad5(X-B) I'ad^novirus recombinant possedant le gene S et par Ad5- 

25 (M-B) I'adenovirus recombinant possedant le gene S et la region pre-S2. 

3. Construction du plasmide pE1A(Tagl) (fig. 3). 

Le plasmide pElA(Taql) contient les 632 premiers nucleotides de I'extremite gauche du genome de 
30 I'AdS. Ce fragment a ete obtenu par coupure du fragment de restriction purifie Sad E (0 - 5,0 %) de l'Ad5 

par Taql (fig. 1). Ce fragment a ete inse76 entre les sites de restriction EcoRI et Clal du plasmide pML2 (fig. 

3) Le plasmide pML2 a ete ouvert par EcoRI et Clal. Le fragment de Ad5 a ete lie au plasmide linearise au 

niveau de I'extremite Taql. La jonction des extern ites Taql-Clal recr£e un site de restriction Clal. 

L'extremite EcoRI du recombinant a ete reparee avec la DNA-polymerase I de E. coli (fragment de Klenow) 
35 et le plasmide ^circularise au moyen de la ligase T4. Le site EcoRI a done ete reconstitue. 

4. Fabrication du plasmide pAB1 (fig. 4). 

Le plasmide pAB1 a ete construit a parti r du plasmide pEIA(Taql), de fagon a eliminer la partie codante 
40 de la region E1A. Ceci a ete effectue par isolement du fragment Pvull-Pvull (positions 452-623), coupure de 
ce fragment par I'enzyme Haelll (position 495), reinsertion du fragment PvulU52-Haelll495 au niveau du site 
PvulU23 du plasmide pE1A(Taql). En d'autres termes, le fragment HaellW9s-Pvu&23 a ete delete. Le 
plasmide pAB1 contient un site Hindlll proche du site d'initiation de transcription de la region E1A et un site 
BamHI (de pML2) situe a distance. Ces deux sites de restriction peuvent etre utilises pour doner des genes 
45 etrangers sans qu'il y ait fusion genetique. 

5. Production du plasmide pK4 (fig. 5). 

pAB1 a ete coupe par Hindlll et BamHI et le fragment contenant le promoteur de E1A, issu de pAB1, a 
so ete lie, au niveau de son extremite BamHI au fragment Bgll-BamHI (positions 5235-2533 du genome du 
virus SV40) ci-apres denomme A(SV40) contenant le gene codant pour les antigenes T et t du virus SV40. 
Apres reparation des extra mites Bgll et Hindlll du reconstituant par le fragment de Kleenow, le plasmide est 
recircularise au moyen de la ligase T4. La construction pr£sente dans le plasmide pK4 a ete testee en 
mettant en jeu Texpression transitoir du gene T. Introduit dans des cellules HeLa par transfection s Ion la 
55 technique au phosphate de calcium (19), le plasmide pK4 dirige la synthese de ran ti gene T de SV40 qui a 
ete detectee par immunofluorescenc . Environ 1 % des cellules transferees presentment une fluorescence 
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controle du promoteur E1A de l'Ad5 antrgenes T et t est b.en place sous le 

~^^tt?^ttSST m ens * — - — ' - 

6 - Production du plasmide pK4S (X- B)(fig. 6). 

™«*™* a ,es s ec ! uences d appanement du messager aux ribosomes. Le fraqment de DNA hrv 

contient la sequence codante ou gene S Position 155 h aw* h„ ™u,„^m "agmeni ae una hbv 

20 fragment HBV insere dans les deux sens ont ete iso.es De cZSS^SfiJ^ n f h 

30 7 Construction du virus recombinant defectif (fig. 7), 

3 microgrammes du fragment de restriction Pst1-Clal purifie a partir du plasmide oK4S* rx m n „. 
l.gatures a 20 microgrammes du fragment de restriction Clal (2 6 % - !aT%> de f A d 
ultracentnfugation en gradient de saccharose pour fournir .e "virus defect " 

8. Pronagation du virus recombinant 

Sfsz «^rsr.r 1 rr - ^ 4 mi * ^ = 
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9. La synthese d'HBsAg dingle par le vecteur Ad5(X-B). 

Des cellules 293 et des cellules Vero ont ete infectees par !e virus Ad5(X-B). Les niveaux d'expression 
de HBsAg synthase* sont montres dans le tableau I. Des 6chantillons du surnageant celluiaire ont ete* 
5 preieves 3 jours apres r infection et I' HBsAg a ete recherche par essai radioimrnunologique ("radio- 
immunoassay : RIA). Les resultats montrent que le vecteur Ad5(X-B) est capable de diriger la synthese 
d'HBsAg dans ces deux lignees cellulaires, et I'excretion d'HBsAg par les lignees cellulaires dans leurs 
milieux de culture respectifs. 

L'HBsAg synthetise a ete purifie par ultracentrifugation en CsCI. II a une densite de 1 ,20. Des particules 
10 typiques de 22 nm ont ete observees par microscopie electronique. 

10. Synthese d'HBsAg dirigee par les vecteurs Ad5(M-B). 

Les niveaux d'expression de I'HBsAg synthetise apres I'infection de cellules 293 et de cellules Vero par 
is Ad5(M-B) sont montres dans le tableau I. 

La cinetique de la distribution extra- et intracellular de HBsAg a partir de cellules Vero infectees par 
Ad5(M-B) a indique que la synthese d'HBsAg a commence 3 heures apres 1'infection et a pu etre detectee 
dans le milieu apres 8 heures. L'infection par le virus recombinant Ad5(M-B) a conduit a une accumulation 
de HBsAg de 0,5 a 1 ug/10 6 cellules dans le milieu apres 120 heures. Des experiences repetees ont 
20 montre que le virus recombinant contenant la region pr6-S2 synthetise de plus grandes quantites de HBsAg 
que le virus recombinant ne contenant que le gene S. L'HBsAg purifiee a partir du milieu de culture de 
cellules infectees par Tad^novirus recombinant Ad5(M-B) a consiste en une population homogene de 
particules ayant un diametre moyen de 22 nm. La densite* apres centrifugation en CsCI a ete de 1 ,21 . 

25 11. Activite de r^cepteur pour la pHSA des particules HBsAq issues de cellules Vero. 

Les particules HBsAg produites dans les cellules Vero ont ete testes par la technique d'h^magglutina- 
tion de globules rouges de moutons recouverts de pHSA et par essai radioimrnunologique (RIA) pour 
deceler la presence d'une activite de recepteur pour la pHSA. Une activite de fixation pour la pHSA a ete* 
30 d£tect§e, mais pas pour I'albumine bovine polymeVis6e (tableau II). Une telle activite n'a pas ete d^celee 
avec les cellules Vero infectees par ('adenovirus recombinant Ad5(X-B) contenant seulement le gene S. 

12. Activite in vivo du virus recombinant. 

35 Des lapins ont ete inocules intraveineusement avec des preparations hautement purifiees de I'adenovi- 
rus recombinant Ad5(M-B) et de I'adenovirus sauvage. Bien que I'antigene HBsAg n'ait pu etre detecte* 
dans leur serum, 5 lapins sur 8, inocukfss avec le virus recombinant, ont montre* I'apparition d'un titre anti- 
HBs variant de 20 a 270 mlU/ml apres 15 jours (tableau III). Aucun anticorps anti-HBs n'a ete detecte dans 
les lapins auxquels on a injecte* le type sauvage d'ad§novirus. Apres une seconde inoculation intraveineuse 

40 realisee 4 semaines apres la premiere, un second pic a ete observe dans la reponse anti-HBs atteignant 
440 mlU/ml pour I'un des animaux. 4 semaines apres la seconde injection, des titres d'anti-HBs variant de 6 
mlU/ml a 360 mlU/ml etaient releves. Des Etudes anteVieures ont indique' que le niveau minimum d'anti-HBs 
encore protecteur contre I'HBV est de 10 mlU/ml pour Thomme. Les anticorps anti-pHSA ont ete recherches 
chez les lapins inocules dans le but de determiner leur rapport avec la neutralisation de I'HBV. Ces 

45 anticorps, detectes par ('inhibition de ('hemagglutination, ont ete trouves dans 5 animaux sur 5 ayant une 
reponse anti-HBs positive (tableau IV). 

L'ad^novirus recombinant Ad5(M-B) dirige done in vivo la synthese de particules HBsAg ayant un 
caractere recepteur pour la seVumalbumine humaine polymeris£e. 

L'invention fournit done une base m£thodologique pour la fabrication d'un vaccin contre Th^patite B (ou 

so contre d'autres types d'affections) dans des cultures cellulaires. 

L'int£ret de I'utilisation de I'adenovirus de type 5 comme vecteur est double. D'une part, ce virus est un 
virus dont le pouvoir pathogene chez I'homme est faible. II n'entratne que des infections respiratoires 
b£nignes. D'autre part, ce serotype qui appartient au groupe C des adenovirus humains n'est pas 
tumorigene chez I'animal. D'autre part, le taux de production d'HBsAg obtenu sur cellules Vero (environ 1 

55 microgramme/IO^/par cycle infectieux) est a priori suffisant pour une exploitation industrielle. Or cette lign£e 
cellulaire est non tumorigene et pour cette raison, elle constitue la lign£e d'origine animate a priori la plus 
favorable a la production d'un produit a usage humain. 
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II va <§galement de soi que peuvent etre substitues aux cellules 293 nni nnt 6\6 - . 

.outas aut cel( , d . eucaryotes su( . fmws jnfectables ^J£ZZ1£^%^ 

to e promoteur El A des adenovirus, ces cellules ayant ete modifiers, par incorporaZau prealabte dan 
eun, propres genomes, d'une sequence contenan. les parties manquantes au IJ reZZT^i 

11 ',n U 96 T e d ' Un ad6n0VirUS ' n ° tamment sous le confr 5i.e d'un promoted* Tconnu oa 

ces cellules par exemple d'un promoteur de .a thymidine kinase ou d'un promoteu de v Jus sZ La 

2T1 1 0 " 9 '™"** ,,ad ^ ovirus ' a,0fS <« le genome de ces cJLsl£Z^£££ 

pourra done complementer les virus defectifs conformes a .'invention, dans des cor^„TarX£ 4 

ce«.L P vr eS ^ Ce " U,eS 293 ' m ' th0d6S S ° nt aPP,iCabtes avec u " av ^ge ZXTJs 

L'aderovirus Ad5 mis en oeuvre a 6ti d<5pos<§ le 3 aout 1984 sous le n - I w h i 3 r w n » 
("Collection^ 3 ' 3 C N C M - 

La hgnee 293 a 616 deposed a la C.N .CM. le 3 aoQt 1984 sous le n' I-323. 



TABLEAU I 





Productior 


i de HBsAg extracellulaire en fonction du temps 


Jour 


Ad5(X-B) Cellules 
Vero infectees 


Ad5(X-B) Cellules 
293 infectees 


Ad5(M-B) Cellules 
Vero infectees 


Ad5(M-B) Cellules 
293 infectees 


1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 


13 
17 
45 
110 
320 
470 
550 


15 
90 
110 
100 
130 
120 
120 


106 
N.D. 
349 
668 
1 057 
1 153 
900 


35 
N.D. 
56 
60 
63 
N.D. 
N.D. 
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Les quantity cumulatives de HBsAg (en ng) produites apres infection de cellules 293 et de cellules 
Vero, soit par Ad5(X-B), soit par Ad5(M-B) sont indiquees. 



TABLEAU II 

Artivit* A* r^cePte nr nnur la PHSA dCS Pf>rtiCVlCS HB?Aq 
» partir A* cellules Vero. 

Surnageant de culture de Serum huinain 

cellules 

AdS(X-B) AdS(M-B) Temoin HBsAg+ Temoin 

non HBeAg+ sain 

inf ect6 



RIA 



HA RIA HA RIA HA RIA HA RIA HA 



pHSA 
pBSA 



143 - 7 512 64 119 - 10 472 128 65 - 
58 ND 85 ND 77 ND 145 ND 81 ND 



Les resultats sont exprimes en cpm pour l'essai 
radaoimmunologique en phase solide et en titre d* hemag- 
glutination (HA) . 
ND. non determine. 

pHSA : serumalbumine humaine polymerisee. 
pHSA : serumalbumine bovine polymerisee. 
cpm : (counts per minute). 



TABLEAU III 







R^ponse anti-HBs (mlU ml -1 


( chez les lapins inocul€s. 






Semaines 


Lap ins 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


1 


0 


0 


2 


0 


0 


30 


8 


6 


12 


20 


2 


2 


0 


2 


0 


2 


15 


20 


270 


70 


85 


3 


0 


2 


0 


0 


5 


18 


13 


48 


15 


11 


4 


1 


0 


0 


0 


2 


21 


15 


27 


17 


7 


5 


0 


0 


2 


0 


2 


99 


52 


440 


146 


136 


6 


0 


0 


0 


0 


0 


78 


26 


401 


151 


148 


7 


0 


0 


0 


0 


0 


20 


27 


325 


58 


42 


8 


0 


0 


0 


0 


0 


20 


40 


367 


35 


6 
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On a fait une injection intraveineuse de 10 9 ofu de radPnnum.c ahc ^ * 
2) et IP p, u d'adenovirus recombinant l^ l^^Z!^^^ (laPi " S 1 « 
le prel&vement du sang a la semaine 0 et a la <Lm JnI ! , - ( P 0) Irnmed, atement apres 

en utilisant le systeme RW AUSAB de Abbott «i f - qUan, ' te d ' an,iCOrpS anti " HBs a w mes ^ 
m«fl. (Pfu « JJSZ unT bb ° tt 61 eXPnmee 60 UniMS -^o^es (3,5 RIA equiva.ant a 1 



TABLEAU IV 



Reponse immunogene du recepteur anti-pHSA (re ciproque du litre). 



Semaines 



0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 



Lapins 



0 
16 
4 
4 
2 
16 
16 
8 
4 



0 
2 
16 
4 
2 
32 
32 
8 
4 



8 



0 

2 
16 
16 

4 
32 
32 
32 

8 



9 



0 
2 
16 
8 
4 
32 
16 
8 
4 



10 



0 
2 
16 
8 
4 
32 
32 
16 
8 



en series de serums inhibiteurs ^ m6,an9eeS aveC un vo,ume ^ de dilutions 
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Revendications 

70 

1. Vecteur recombinant contenant le promoteur precoce de la region E1A du genome d'un adenovirus 
pour la transformation de lign^es cellulaires eucaryotes, notamment humaines ou animales, choisies 
parmi celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont les polymerases endogenes sont 
susceptibles de reconnaftre les promoteurs des adenovirus, ce vecteur etant en outre modifie par un 

75 acide nucleique d'insertion contenant une sequence nucleotidique codant pour une sequence poiypep- 
tidique dont Pexpression dans lesdites lign^es cellulaires est recherch^e, caracterise en ce que ladite 
sequence d'insertion est substitute aux genes E1A normalement places sous le controle direct dudit 
promoteur precoce de la region E1A, cette sequence d'insertion etant elle-meme placee sous le 
controle direct de ce promoteur et en ce qu'il comporte, en aval de I'acide nucleique d'insertion, 

20 I'ensembie des sequences essentielles d'un genome d'adenovirus qui sont necessaires a la replication 
de I'adenovirus correspondant et qui sont normalement situees en aval des genes normalement sous le 
controle direct du promoteur precoce E1A dans ledit genome, et en ce que la susdite sequence 
nucleotidique codant pour la sequence polypeptidique dont I'expression est recherchee est heterologue 
vis-a-vis des genes du susdit adenovirus. 

25 

2. Vecteur recombinant selon la revendication 1, caracterise en ce que le genome de ('adenovirus avec 
lequel il est associe est detectif, en ce qu'il est dtpourvu de la partie anteVieure de la region E1A du 
genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 %. 

30 3. Vecteur recombinant selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'ADN recombinant que forme le 
promoteur precoce de la region E1 A et la sequence nucleique d'insertion est incorpore dans une region 
non essentielle d'un adenovirus, notamment dans la partie non essentielle de la region E3 de cet 
adenovirus. 

35 4. Vecteur recombinant selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il consiste en un adenovirus 
infectieux comportant I'ADN recombinant que forme le promoteur precoce de la region E1A et la 
sequence nucleique d'insertion, incorpore dans Tune de ses regions non essentielles, notamment dans 
la partie non essentielle de sa region E3. 

40 5. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise* en ce que son 
promoteur est originaire d'un adenovirus de categorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5. 

6. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 ( caracterise en ce que la 
sequence nucleotidique contenue dans le susdit acide nucleique d'insertion code pour une proteine qui, 

45 lorsqu'elle est exprim§e dans un note cellulaire naturel sous le controle de son promoteur naturel, est 
excrete dans le milieu d'une culture de cet note cellulaire naturel. 

7. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que la susdite 
sequence nucleotidique code pour un antigene protecteur contre un agent pathogene determine, 

so notamment pour I'antigene HBsAg. 

8. Vecteur recombinant selon la revendication 7, caracterise en ce que ladite sequence nucleique 
comprend le gene S et la region pre-S2 du genome du virus I'hepatite B. 

55 9. Lignee cellulaire d'origine humaine ou animale, caracterisee en ce qu'elle est transformee par un 
vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, et en ce qu'elle synthetise le 
polypeptide code par la susdite sequenc nucleotidique. 
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70 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



10. Lignee cellulaire selon la revendiratinn o ^- - 
revendication 2. ou ,es deu" , a ot et e S^n^ZT^ * ™ M ™ 1 ° u la 

11, ~ ^.^jss^ - - -eur 

cellules eucaryotes, notamment animate o hS e ^ P ° Ur ' ed,t P °' ypep,ide d ' une * 
adenovirus ou dont les polymerase ™nd^H2 t ^ qui SOnt in,ec,ables P» "e S 

rus, caracterise par le fait que , adn X^^£T * Pr ° m ° ,eurS des ad *™i- 

1 a 8 et en ce que Con recueil.e issTri^lxlT T ^ con ^ «*» revendications 

determine. Pr0du ' tS d ex P re s*°n de ces cellules, y inclus ledit polypeptide 

12 " ^ItaSj- 1 - " CS «" 16 — ~ est contorme a ,,ne 
^ ^ll^SSX 11 - ^ 16 f3it «» - «— ^ryotes transferees sont 

" « a ^ -les eucaryotes son, 

ce que la sequence 

S£2 ^pT1°^^ P ^ S -racteristiques du 

animates ou humaines, choS parm TZS^J^ .*TZ * Ce " U,eS eUCary ° ,eS ' nota ™ 
polymerases endogenes son, apteTa rSLaLTi ^ d8S ad * novirus 00 d ° n ' 'e« 

recombinant contenant un toJZZ^^JZ*"^ *" ^i™' par un vect *" 
PO.ypeptJde immunogene caracS^ codant pour un 

sequence nucleotidique est substitute aux fu , ' caracter,se en <» que la susdite 

promoteur precoce de la region P ,aces con.role direct du 

meme p.acee sous le contrele di ec, * ^ce omml ^ s6quence d ' inserti °" Aant el.e- 

- - - *~ normalemen^s' te ^Zc=^ 

17 - ~^Z^^SESlJr 7, ,e , vecteur recombina "' ~— « » 

partie anterieure de la region El A d^SJJL , ' ' edif aden ° ViruS etant d<§ P<""vu * 'a 

qu'on recueille dans ,e i de cuL' ,e orodS rT^™' * SOn fra9ment % ' « - 
•ransformees par I'ADN reco m ZTy VZT P Z^T^ *"!**" * Ce " U,eS e ° Cary0tes 
que e, synthase par lesdites lignees de cellules P ° ,yPep, ' de COde par ,a susd «° sequence nucleotidi- 

1a Precede selon les revendications 16 ou 17 caracteri^ Bn ™ „. . 

est original, d.n adenovirus de categorie^'^ — 

19 - q"rf:i:t n sS s^&^skv* caract ^ en ce que i,adn ™*« 

essentielle de I'adenovirus. notamment *J^^ d * ^ « «» 
adenovirus. °tamment dans la parte non essentielle de la region E3 de cet 

20. Precede selon Tune quelconque des revendications ir 4i 0m 

eucaryotes contient elle-meme une sZZm til J^ 8 " 09 que ,a de cell "»* 

du genome de .-adenovirus ^3^2^^^^? ^ 3 oom '* B «*' la P a ^e 
incorporee au genom des cellules dTSLTS 2 ST' ^ -qu8n " etam d * p - ,e — 
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21. Procede selon I'une quelconque des revendications 16 a 20 caracterise en r« „„« i-ahm 
contend , sequence nuc.eotidique correspondant au ^sTX^^ LZ^ZT^ 

22. Precede" selon I'une quelconque des revendications 16 a 20, caracterise en ce qup i-ahn r» w . 

23. Vacein dora Is princips aclll consists en m. adsnoms infeal.m at rateable cannon.™ to™, • 



Claims 
1. 



1 th3t S3id inserti0n se ^ ence is sub *tituted for the E1A ^enes norrnaHv 

adrnols 9 '° n 30 aden0V,rUS • PartiCUlar,y ,he n0n " essen « al >*« °< the P E3 region of said 

= r: sr s under ,he control of its naturai — * "° - 

7 ' !ZJr V6Ct0r aCCOrdin9 t0 3ny 008 of c,aims 1 t0 6 - characterized in that the aforesaid 

Zntx^zT codes for a protec,ive ^ a9ainst a *™ »— «^ ^ p«;s 

thf^'nT 1 IT' aCC o 0rdi " 9 ,0 C ' aim 7 ' chara cteri 2 ed in that said nucleic acid sequence comprises 
the S gene and the pre-S2 region of the genome of hepatitis B. comprises 
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9. A cell line of human or animal origin, characterized in that it is transformed by a recombinant vector 
according to any one of claims 1 to 8, and in that it synthesizes the polypeptide coded by the aforesaid 
nucleotide sequence. 

5 10. The cell line according to claim 9 considered in combination with claim 1 or claim 2 or both at once, 
and, as the case may be, with any one of claims 5 to 8, characterized in that it itself contains a distinct 
sequence of nucleotides able to complement the part of the genome of the adenovirus which the 
aforesaid vector is deprived of, the said distinct sequence preferably being incorporated into the 
genome of the cells of said cell line. 

10 

11. A process of production of a determined polypeptide including the transformation by a recombinant 
vector containing a nucleotide sequence coding for said polypeptide of the ceils of a eucaryotic, 
particularly animal of human cell line, chosen among those which are infectable by the adenoviruses or 
whose endogenous polymerases are able to recognize the promoters of the adenoviruses, character- 

75 ized by the fact that the transforming DNA is in accordance with any one of claims 1 to 8 and in that 
the expression products, including said specified polypeptide of these cells are recovered. 

12. The process according to claim 11, characterized in that the recombinant vector is in accordance with 
any one of claims 5 to 8. 

20 

13. The process according to claim 11, characterized by the fact that the aforesaid transformed eucaryotic 
cells are in accordance with claim 1 0. 

14. The process according to claim 11, characterized by the fact that the aforesaid transformed eucaryotic 
25 cells are simultaneously transformed with the corresponding infectious adenovirus. 

15. The process according to any one of claims 11 to 14, characterized in that the specific nucleotide 
sequence is in accordance with that defined in claim 7. 

30 16. A process of production of a polypeptide possessing the immunogenic properties characteristic of the 
virus of hepatitis B including the transformation of a line of eucaryotic, particularly animal or human 
cells, chosen from among those which are infectable by adenoviruses of whose endogenous poly- 
merases are able to recognize the adenovirus promoters, by a recombinant vector containing an insert 
itself containing a nucleotide sequence coding for an immunogenic polypeptide characteristic of the 

35 virus of hepatitis B f characterized in that the aforesaid nucleotide sequence is substituted for the E1A 
genes normally placed under the direct control of the early promoter of the E1A region of the genome 
of an adenovirus, said insertion sequence being itself placed under the direct control of said promoter 
and said recombinant vector further containing, downstream of said nucleic acid insertion, all of the 
sequences of an adenovirus genome which are essential and necessary for the replication of the 

40 corresponding adenovirus and which are normally located downstream of the genes normally under the 
direct control of the early E1A promoter in said genome. 

17. The process according to claim 16, characterized in that the recombinant vector consists of a defective 
andenovirus which can be replicated in said cell lines, said adenovirus being deprived of the anterior 
45 part of the E1 A region of the viral genome, particularly of its 0-2,6 % fragment, and in that one recovers 
in the culture medium the expression products of the eucaryotic cell lines transformed by the 
recombinant DNA, including the polypeptide coded by the aforesaid nucleotide sequence and syn- 
thesized by said cell lines. 

so 18. The process according to claims 16 to 17, characterized in that the promoter of the recombinant DNA 
originates from an adenovirus of category C, belonging to sub-type Ad2 or Ad5. 

19. The process according to any one of claims 16 to 18, characterized in that the recombinant DNA 
formed by said early promoter and said insertion sequence is incorporated into a non-essential region 
55 of the adenovirus, particularly into the non-essential part of the E3 region of this adenovirus. 
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10 



15 



21. The process according to any one of claims 16 to 20, characterized in that the recombinant dna 
includes a nuc.eo.ide sequence corresponding to the S gene of the genome of IZlso^sT 

22 ' incL P P Trc aCCOrdin9 t0 °" e ° f C ' aimS 16 10 20 - char acterized in that the recombinant DNA 
o^ hepatitis B 6 COrreSP ° ndin9 t0 the S ^ - *• Pre-S2 region of the genome of the virut 

23 ' Iht°h ne Wh ° Se aCtiVe PrinCip ' e C ° nSiStS ° f a " adenovi ™ which is infectious and can be replicated and 
US ZTz S nZ OTPOrat l* ,nX °r ° f itS Particularly the non-esstS part of 

its E3 reg ( on. a DNA recombinant formed between the early promoter of the E1A region and a nudefc 
sequence insertion coding for a protective antigen against the pathogenic ^ 

ZT™ T nSt H \ hePatitiS 8 VimS ' ^ nUCl6ic Se " uence insert ^ be'ng substituted for the E1A 
genes normally under the control of said promoter. ^«iuiea ror tne ti a 

so Patentanspriiche 

1 Tran^TZ ^"V* *" ^ Pmm0t0r ^ E1A des Ge "°™ eines Adenovirus fur die 
^S^^^TT^ Ze " inien emha,t inSbesondere -enschlichen oder tierisc L au ! 
? d '! " UrCh Adenoviren infizier bar sind, oder deren endogene Polymerasen fahia 

Si > l ™ T ^ Ad6n0Viren 2U erkenn6n - WObei dieser Vektor — modETist durch 
e,ne Nuklemsaure-lnsert-on. die eine fur eine Po.ypeptidsequenz kodierende NuW^rtctaXlJS? 

Si TT" de " 9enannten Ze,linie " ist. dadurch gekennzeichnet. daB dTgenann e 

Sequenz der Insertion d,e E1A-Gene. die normalerweise unter die direkte Kontro He des qenannten 
fruhen Promoters der Region E1A gestellt sind. substituiert. wobei diese Sequent der Son 
-hrerse-ts unter d,e direkte Kontrolle dieses Promoters gestellt ist und dadurch. dafl sie unterha^e? 

: Err»rj^ t Anordnung der essemieiien se ~ ™zt:xjz 

uTi^ f h 2U L Repl,ka,,0n des «^Prechenden Adenovirus notwendig sind und die normalerwefee 

P«s E1A ind e e rn an9e0rdn ? S ? d ' ^ normalerweise «*» der direkten Kontrol.e des When 
Promoters E1A in dem genannten Genom sind, und dadurch, dafl die genannte fur die PolvoeDtidsT 

ssrsr^rss d " en ~ -~* J - ~ L = » 

2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl das Genom des Adenovirus mit 
dem er verbunden ist. unvol.standig ist. dadurch. dafl es den vorderen Toil der Region El A Te Tvirus 
Genoms mcht aufweist, insbesondere sein Fragment 0-2,6 %. 

3. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die rekombinante DNA die 
durch den fru en Promoter der Region E1A und die Nuk.einsequenz der ln^E^JTei£ 

rzr^^r novirus inkorporiert * in — » - ™ — « 

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl er aus einem infektiosen 

und d°r N S k f ^ ^ rek0mbinante DNA die durch den fruhen pJriSrC^SI 

ZZenTZ^Zl. T"^' * * 6iner S6iner nicht ^sentienen R 9 gone A 
inkorporiert ist, insbesondere in dem mcht essentiellen Teil seiner Region E3. 

5. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet dafl sein Promoter 
von e-nem Adenovirus der Kategorie C herstammt, die zum Untertyp Ad2 oder Ad5 gehtt 

6 ' o^^Tl,^ n3Ch 6inem d6r AnSF>r0Che 1 bis 5 ' dadurch gekennzeichnet. dafl die in der 
genannten Nukle.nsaure der Insertion enthaltene Nukleotidsequenz fur ein Protein kodiert das wenn es 
m emem naturlichen ZeH-Wir, unter der Kontrolle seines naturlichen Promoters J^^tdTdS 
Milieu einer Kultur dieses naturlichen Zell-Wirtes ausgeschieden wird 
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7. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte 
Nukleotidsequenz fur ein Schutzantigen gegen einen bestimmten pathogenen Stoff kodiert, insbesonde- 
re fur das Antigen HBsAg. 

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Nukleinsequenz 
das Gen S und die Region pre-S2 des Genoms vom Virus der Hepatitis B umfaBt. 

9. Zellinie von menschlichem oder tierischem Ursprung, dadurch gekennzeichnet, daB sie durch einen 
rekombinanten Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 8 transformiert wird und dadurch, daB sie das 
Polypeptid synthetisiert, das von der genannten Nukleotidsequenz kodiert wird. 

10. Zellinie nach Anspruch 9, in Kombination mit Anspruch 1 oder 2, oder beiden gleichzeitig, und 
gegebenenfalls mit einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB sie selbst eine 
bestimmte Nukleotidsequenz enthalt, die fahig ist, den Teil des Genoms des Adenovirus zu komple- 
mentieren, dem der genannte Vektor fehlt, wobei die genannte bestimmte Sequenz bevorzugt ins 
Genom der Zellen der genannten Zellinie inkorporiert ist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines bestimmten Polypeptids umfassend die Transformation durch einen 
rekombinanten Vektor, der eine fur das genannte Polypeptid einer eukaryotischen Linie von Zellen 
kodierende Nukleotidsequenz enthalt, insbesondere tierische oder menschliche, ausgewahlt von denen, 
die durch Adenoviren infizierbar sind, oder deren endogene Polymerasen fahig sind, die Promotoren 
der Adenoviren zu erkennen, dadurch gekennzeichnet, daB die transformierende DNA gemafl einem 
der Anspruche 1 bis 8 ist und dadurch, daB die Produkte der Expression dieser Zellen aufgenommen 
werden, darunter das genannte bestimmte Polypeptid. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der rekombinante Vektor gemaB einem der 
Anspruche 5 bis 8 ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die transformierten eukaryotischen Zellen 
gemaB Anspruch 10 sind. 

14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die genannten eukaryotischen Zellen 
gleichzeitig mit den entsprechenden infektiosen Adenoviren transformiert werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die bestimmte Nukleotid- 
sequenz gemaB der in Anspruch 7 definierten ist. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, das fur den Virus der Hepatitis B charakteristische 
immunogene Eigenschaften besitzt, umfassend die Transformation einer Linie von eukaryotischen 
Zellen, insbesondere tierischen oder menschlichen, ausgewahlt unter jenen, die durch Adenoviren 
infizierbar sind, oder deren endogene Polymerasen fahig sind, die Promotoren der Adenoviren zu 
erkennen, durch einen rekombinanten Vektor, der eine Insertion enthalt, die selbst eine fur ein fur den 
Virus der Hepatitis B charakteristisches immunogenes Polypeptid kodierende Nukleotidsequenz umfaBt, 
dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Nukleotidsequenz die E1A-Gene, die normalerweise unter 
die direkte Kontrolle des fruhen Promotors der Region E1A des Genoms eines Adenovirus gestellt sind, 
substituiert, wobei diese Sequenz der Insertion selbst unter die direkte Kontrolle dieses Promotors 
gestellt ist und dieser rekombinante Vektor auflerdem, unterhalb der Nukleinsaure der Insertion, die 
Anordnung der Sequenzen eines Adenovirus-Genoms enthalt, die fur die Replikation des entsprechen- 
den Adenovirus essentiell notwendig sind und die normalerweise unterhalb der Gene angeordnet sind, 
die normalerweise unter der direkten Kontrolle des fruhen Promotors E1A in dem genannten Genom 
sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der rekombinante Vektor in einem unvoll- 
standigen Adenovirus besteht, der in den genannten Linien von Zellen replizierbar ist, wobei der 
genannte Adenovirus den vorderen Teil der Region E1A des Virusgenoms nicht aufweist, insbesondere 
sein Fragment 0-2,6 %, und dadurch, daB im Kulturmilieu die Produkte der Expression der von der 
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rekombinanten DNA transformierten Linien von eukaryotischen Zellen, darin eingeschlossen das von 
der genannten Nukleotidsequenz kodierte und von den genannten Linien von Zellen synthetisierte 
Polypeptid aufgenommen werden. 

18. Verfahren nach den Anspruchen 16 Oder 17, dadurch gekennzeichnet, da/i der Promotor der rekombin- 
anten DNA von einem Adenovirus der Kategorie C herstammt, der zum Untertyp Ad2 oder Ad5 gehort. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daC die rekombinante DNA, 
die von dem genannten fruhen Promotor und der Sequenz der Insertion gebildet ist, in einer nicht 
essentiellen Region des Adenovirus inkorporiert ist, insbesondere in dem nicht essentiellen Teil der 
Region E3 dieses Adenovirus. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dafl die Linie der eukaryoti- 
schen Zellen selbst eine bestimmte Sequenz von Nukleotiden enthalt, die fahig sind, den Teil des 
Genoms des Adenovirus, von dem der genannte Vektor entnommen ist, zu komplementieren, wobei die 
genannte Sequenz bevorzugt ins Geriom der Zellen der genannten Linie von Zellen inkorporiert ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dafl die rekombinante DNA 
die Nukleotidsequenz umfajSt, die dem Gen S des Genoms vom Virus der Hepatitis B entspricht. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dai5 die rekombinante DNA 
die Sequenz umfaflt, die dem Gen S und der Region pre-S2 des Genoms vom Virus der Hepatitis B 
entspricht. 

23. Impfstoff dessen aktiver Wirkstoff in einem infektiosen und replizierbaren Adenovirus besteht, umfas- 
send, in eine seiner nicht essentiellen Regionen inkorporiert, insbesondere den nicht essentiellen Teil 
seiner Region E3, eine rekombinante DNA gebildet zwischen dem fruhen Promotor der Region E1A 
und einer Nuklein-Sequenz der Insertion, die fur ein Schutzantigen gegen den gewahlten pathogenen 
Stoff kodiert und insbesondere gegen den Virus der Hepatitis B, wobei diese Nuklein-Sequenz der 
Insertion die E1 A-Gene substituiert, die normalerweise unter der Kontrolle dieses Promotors sind. 
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FIG. 2. 
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